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La preparacién
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Jloja nOvm. 1

ge conocen &a las preparaciones de 1ipésa inmovi
1izada para la transesterificacién de grasas; Asi, en la
solicitud de patente panesa ne 563/7T, aue corresponde 2
1a patente de EE.UU; ne 4.275.081, ge describe una ﬁreparg

ci6n de lipasa jpmovilizada, en 1a que 18 lipasa S produ—

ce por fermentacién de especies que pérteneceﬁ a los'géne-'

ros Rhizopus, Geotrichum O.Aspergillus, y en la que la 1li-
pasa se fija sobre un soporte en particulas jndiferente
que puede aer tierra de jnfusorios © al¥mina, ¥ aue mues—

tra una superficie especifica my alta (es decir particu—

las de soporte pequeiias yAporosas) para lograr 1a activi-

dad enzimitica elevada necesaria. Le interesterificacién

puede efectuarse de modo discontinuo sin disolvente con €S

ta preparacién de lipesa jpmovilizada; sin embargo, con es

ta preparacién de lipasa jnmovilizada no puede efectuarse -

une 1nteresterificaci¢n continua en unad columna & escala

jpdustrial sin la presencia de un disolvente, que ha de se
pararse después, & causa del hecho antes jndicado de gque
la preparacién consta de pequenas particulas,Aque durante
el funcionamiento de 1a~columna'generaria una pérdida de
carga inaceptablemente alta. Ademds, una comunigacién pro—
sentada en Enz. Eng. Kashikojima, Japén, 20-25 sept. 1981
y el articulo publicado»en'el Europeaﬁ Journal of Applied

Microbiology and Biotechnology, n? 14, piginas 1-5 (1982)

jndica que un2 preparacién de lipasa inmovilizada que COm— %

prende lipasa de Rhizopus delemar y una resina cambiadorsa
de aniones fuerte (con grupos amonio cuaternarios) puede

usarse para 12 interesterificacién con n-hexano como disol

| vente. 18 recuperacibn de enzime segin estas referencias

es muy vaja, sin embargo. Ademds, €n 1a solicitud de paten’

NZAS-0033779
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p- 87.338

1 | te Europea publicada con el n? de publicacién 0063599 se

V describe una reestrudturacién»o redisposicién enzimdtica

. de grasa, en la que se usé una:iipasa de especie Aspergi-~
llus, especie Rhizopus, Mucor javanicus o Mucor miehei co-
5 mo enzima de interesterificacién. El enzima estd soportado
sobre un soporte, por ej. Celite. En todos los ejemplos de
1 esta solicifud de patente Europea, referenté a la inferes—
terificacién continua en una coluﬁna,.se usa un disolven-
te. | . A '

10 4 As{ pues, en los procedimientos de la técnica an
térior el disolvente se usa para disminuir la viscosidgd
del material graso de parfida, para asegurar un fuhciona—
miento tan regular de la columna como sea posible. Hasta
ahora .se ha considerado prdcticamente imposible evitar el
15 | disolvente en estos.érocedimientos de interesterificacién
| continua a escala industrial, a causa de la elevada pérdi-
da de carga en la columna, aun cuendo sean evidentes las
:_f ventajas técnicas ésgciédas & 1a eliminacién de disolvente |
. .| de estos procedimiehtos de interesterificacién.

20 . Bn la solicitud de patente Europea publicada con
" '| e n? 35.883 se describe que puede.prepa;arse una prepara-
cién de lipasa inmovilizada destinada a la interesterifica
cién de grasés poniendo en contacto una disolucién acuosa
de lipasé microbiana con un soporte imerte en partfculas,
25 : y secado pdsterior. La preparacién de lipasa inmovilizada
asi producida puede userse para la interesterificacién de
grasas,’ pero sélo si las grasas se mezclan con los ésteres,
relativamente costosos, de alguilo inferior de dcidos gra-
so0s, por ej..palmitéto de metilo, que se usan como agentes

30 guxiliares para evitar los disoclventes; Ge otra forws sur-

29094

NZAS-0033780



MHoja nOm. 3

1 - | girian problemas de solubilidad y viscosidad.,

Asi, el obaeto de la invencifbn es nroporc:onar
un método de produccién de una preparacién de lipasa inmo-
vilizada que abre la posibilidad de efectuar la intereste-
5 | rificacién continua sin diéolvente ni otro agente auxiliar,
de un modo econémicamente factible.

Ahora, sorprendentemente y segin la 1nven016n,
se ha encontrado que un método de produccién de una prepa-
raciéh de lifaéa inmovilizada, queAse lleva a cabo muy fé-~
100 cilménte, a saber, por simple mezcla de una disoluciédn
acuosa de lipasa y una resina cambiadora de iones, y que
comprende una combinacién especifica de una categoria éspg
cificada de resinas cambiadoras de iones y una proporcidn
especificada de agua en la preparacién final de lipasarih-
15  |movilizada, abre la posibilidad de llevar a cabo la inter—
esterificacidn continua sin disolvente ni otro agente auxi
liar costoso, de un modo econémicamente factible.

Asi, el método segin la invencién para 1z produc E
,f ,i cién de una preparaclén de lipasa inmovilizada destinada a

20 © | lz interesterificacién de grasas se caracteriza por el he-
| cho de que una disolucién acuosa de lipasa micfobiana se
rone en contacto con una resina cambiadora de aniones Gé-
bil, en particulas y macroporosa qué dontiene grupcs amini
cos primérios, J/o secundarios y/o terciarios, y que mues-
25 tra un taméﬁo de particulz relativamente grande, adecuado
' para el funcionamiento de la columna sin una excesiva pér-
dida de carga, en éondiciones en las que 1la lipasa esté
unida a la resina cambiadora de aniones durante un pericdo
suficiente para unir la cantidad deseada de lipasa-a‘la re

30 sina cambiadora de aniones, tras lo cual la lipesa inmnovi-

23094
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1 - | lizada asi{ formada se separa de la fase acuosa ¥ la lipasa
inmovilizada sépafada se seca hasta un contenido de agua
de entre alrededor de 2 y 40%. '

Se describe de modo geheral, en las solicitudes
5 . | de patente publicadas Alemanas Nos. 2 905 671 y 2 805 950,
las soliqitudes de patente Japonesa publicadas Nos. '
54-76892 y 57-152886, la patente de los EE.UU. 22 4 170 694
¥ Chem Abs. Vol 82; 27819d, gue pueden inmovilizarse enzi-
mas, incluyendo lipasas, por'medio de resinas cambiadoras
10 : de aniones en pertliculas., En primer lugar, sin embargo, no
| existe ningién método universal de inmovilizacién adecuado
para todos los enzimas y fodos los sustratos, sino que tie
ne que idearse un método especifico de inmovilizacién para
cualquier enzima-especifico ¥y cualquier sustrato especi{fi-
15 co, sobre el que se éupone que el enzima actda. Sin embar-
80, en segundo lugar, las lipasas son enzimas extraordina- |
rios en el sentido de que la.actividad enzimdtica actla en
i wna interfase entre @os fases, lo que significaAque 1la in-_'
A movilizacién de las lipasas es un problema muy delicado,
20 que-limifa.enormeménte la utilided de +técnicas conocidas
'| de inmovilizacién en el campo que Eomprende la jinmoviliza-~ |
cién de lipasas; véase J. Lavayre y otros, Prevaration and
Properties of Immobiliied Lipases, Biotechnology and
Bioengineering, vol. XXIV, pp. 1007-1013 (1982), John
25 1 ¥Wiley & Sons. En tercer lugar, la combinacién de lipasa y
resina cambizdora de aniones débil macroporoéa Yy en parti-
culas no se describe en la bibliografia indicada en el co-
mienzo de este parrafo, y menos a¥n que este nueva cbmbing
cién dé lugar al sorprendente efecto técnico con respecto

30 a 'la interesterificacién continuz sin disolvente ni o%ro

29094
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otros, "Applicatlon of Immobillzed Lipase to Hydrolysis of

| aniones bara 1a hidrélisis de grasas. En primer lugar, la -

sintesis de grasas 30n aplicaciones menos importantes se-

|a 80% en relacién a la preparacién de lipasa inmovilizada

ttojan nGm. 5

agente auxiliar ‘costoso.

Ademés, de un artfculo de Yoshiharu Kimura ¥y

Trlacylglycerlde" en Eur. J. Appl. Microbiol. Biotechnol.
(1983) 17:107-112, se deduce que se ha usado una prepara-

cién de lipasa jnmovilizada sobre una resina cambiadora de

aplicacién principal de la prepapacién de lipasa jnmovili-
zada producida por nedio del método segin la invencién es

1s. interesterlflcaclén, mientras que 12 hidrélisis y la

gin la invencifén, que se explicarén mds adelante con nAs
detalle en esta memoria descriptiva. Y en segundo lugar,
se deduce del articulo que el rendimiento de actividad es
menor de 1%, véase la tabla 1 en la pigina 109, en compara

¢ién con un rendimiento de actividad tipicamente superior

- | producida por medio del método segin la jnvencién. Esto cond

firma la aseveraclén anterior de que la ipmovilizacién de

La expresién " tamafio nedio de particula relativa
mente grande" se usa con la 1nten016n de referirse al tama
fio medio de. particula del producto que se descrite en la
SOliCItud de patente Danesa n2 563/T7, ¥ del que la mayo-
ria de las particulas tienen un tamafio de particula menor
de alrededor de 50 micras. Se ha encontrado que le tempera
4ura no tiene un gran efecto en el rendimiento de l2 acti-
vidad, y2 que se -ha mostrado experlmentalmen»e que ¢l ren-
dimiento de actividad es virtualmente jndependiente ce 1z

{emperatura, €n el caso en que la temperatura durante la

NZAS-0033783
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1 - inmovilizacién se mantenga entre 5 y 35¢C.

_ Para no desactivar el enzima, las interesterifi-
caciones de la técnica anterior se efecttian a temperatura
relativamenté baja. Esto se hace posible por la presencia
5 . del disolvente, que es capaz de disolver la grasa, que po-
dria tener un punto de fusién relativemente alto. Se ha en
contrado, sbrprendentemente, que la preparacién de lipasa
jnmovilizada producida por el método segén la invencién
tiene.una estabilidad suficiente en la grasa fundida a~una
10 : temperatura relativamente mds alta. Ademds, la péraida de

" | carga a través de la columna de interesterificacién cé;ga—
da con la prevaracién de iipasa inmovilizada producida por
el método segin la invencibn, es suficientemente baja para
rermitir un funcionamiento uniforme. Asimismo, y sorpren-
15 | dentemente, se ha enéontrado que la combinacién Unica de

. | condiciones de contacto, resina'cambiadora de iones y con-
tenido .de agua genera una elevada actividad especifica de
B lipasez en la mezcla de grasas fundidas, contrariamente a

, todos - los intentos énteriores Para proporcionar una prepa-
20 . racién de lipasa inmovilizada destinada al uso sin disol-
" | vente. Adenss, mientras que los pfocedimientos de la técni
ca anterior de la élase descrita en la solicitud de paten—
| te Dahesa n? 563/77 han requerido una lipasa purificada pa
ra dar uﬁa prepéracién»utilizabla.de lipasa, se ha encon-
25 i. trado sorprendentemente que la preparacibén de lipasa inmo-
vilizada segdn‘la invencién puede prepararse con base en
un producto de lirasa mds bien bruto. Ademds, mieniras que
la preparacién de los procedimientos de la técnica anteriod
de la clase descrita en la solicitud de patente Danesa no

30 563/77 han implicado el uso de un disolvente orgénico pzra

29094
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1 depositar la lipasa sobre el ébporte, no se necesita tal

' disolvente orgédnico para la obtencién de la preparacién de
lipasa inmovilizada segin la invencién, que puede Preparar
se muy fdcilmente sb6lo mezclando soporte Yy wna disolucién
5! de lipasa acuosa. Ademds, mientras que la actividad de 1li-
G pasa se elimina fédcilmente por lavado o de otro modo de ls
preparacién de la técnica anterior de la clase descrita en
1a solicitud de patente Danesa n? 563/77, se ha encontrado
que la lipasa en la preparacién de lipesa inmoviliiada Pro
10 ducida por el método seg¥n la invencién es pricticamente

' imposible de separar de la preparacidén, si no se somete a
tratamientes quimicos o fisicos adversos, por ejemplo a con
diciones adversas de pH y temperatura. Finalmente, se ha
encontrado que la preparacidén de lipasa inmovilizada produ
15 cida por el método seghn la invencién puede prepararse con
una elevada recuperacién de enéima que 2bre la posibilidad
de una'interesterificécién continua mis barata que las in-
teresterificaciones de la técnica anterior.

En una realizacién preferida del método segin la
20 | invencién, la lipasa ‘es una lipasa termoestable. Con ello
» es posible una temperatura superior de interestgrificacién#
Y por 1o tanto una mayor productividad. Ademés;jpor medio
de esta realizacién es posible producir una preparacién de
lipasa inmovilizada que-es my adecuadanpara la intereste~
25 rificacién de grasas dé'punto de fusién méé elevado.

En una realizacién rreferida del método segén la
invencién, la lipasa microbiana se deriva de -una especie
termoff{lica de Mucoxr, especiaimente Mucor miehei. E1 Mucor
miehei es un buén productor de lipasa 1, 3-especifica, ¥y

30 por lo-tanto puede obteherse un buen producto.

. 29034
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" | viadora de aniones a&bil macroporosa tiene un tamafio de

durante el contacto entre la resina cambiadora de iones ¥

1loja NnGMmM- 8

En una realizacién preferlda del mét066 segin la

jnvencién, mas del 90% de las particulas de la resina cam-

particula de entre aproxxmadamente_loo y 1000 micras, Y

preferiblemente>entre 200 y 400 micras. En este intervalo

de tamafio de particulas 8@ obtiene un buen compromiéo en—

tre una alta actividad de interesterlflcacién y béja pérdi

da de carga.
~ En upa realizacién preferida del nétodo segin la
invencién, la proporcién entre la cantidad de la disclu-

cién acuosa de lipasa microbiana y el peso de resina cambid

dora de aniones débil corresponde 2 De 000-50 000 1U/g de
resina cambiadora de aniones (peso en seco) De este modo
se proporciona sufiqiente 1ipasa para_la'resina cambiadora
de aniones. ' | '

En una realizacibn preferida del método segin le
invencién, la lipasa m1crob1ana ae deriva de una especie

de Mucor termofilica, especlalmente Mucor miehei, ¥ el oH

la disolucién acuosa ‘estd entre 5 ¥y T. De este modo se 8sg
gura una buena unién entre la 1ipaéa y la resina de cembio
de iones, asivcomo una buena establlldad v actlvidad._

En una reallzac16n preferida del método segin la |
invenci6bn, el tiempo de contacto esté entre 0,5 ¥ 8 hofas.
De este modo se obtlene un estado de saturac;én con llpa—
sa, 0 una aproximacién el mismo.

En una reallzaclén preferlda del método segﬂn la |
jnvencién, la separacién se efectia por gimple flltra016ﬂ.
Este procedamlbnto es s1mple y muy adaptable a la préctica

industrial.

NZAS-0033786
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1 1ipasa con ﬁna elevada actividad de ;nterester1f1c3016n.

151' _ particulas ¥y macroporosa y la disolucién acuosa de lipasa

- | fia reduccién de actividad de enzima a causa del agente de
1| peticulacién, se ha encontrado que tal tratamlento puede

| elevar la estabilidad de la prenaraclén de lipasa en mediosd

| de interesterificacién, no hay necesidad de mejora alguna

jde la estabilidéd‘de le preparac16n de lipasa, J2 que esta

Hoja nOim. 9

En unsa realizacién preferida del método segin la
jnvencién, el secado se efectia hasta un contenido de agua
de entre alrededor de 5 ¥ 20% aé agua. La operacién de se-
cado puede efectuarse en vecio, en lecho fluido o por
otros medios de secado adecuados para'una operacitn a gran

escala. De este modo Se obtiene una preparacién final de

En una realizacién preferida del. método segin la
invenéién, 12 resina cambiadora de aniones aévil, en vartij
culas y macroporosa S€ pone en contacto con una disolucién
acuosa de agente de reticulacién, preferiblemehte una Qisg
lucién acuosz de glutaraiéehido, en una concentracién en-—
tre 0,1 y 1,0 en peso/peso, antes, durante o después del

contacto entre le resina cambiadora Ge aniones d6ébii, en

microbiana, tras 10 cual se separa la disolucién que queda

de agente de reticulacién. Incluso si se observa una beque

acuosos para una aplicacién especifica. En relacién con el

uso de.la preparacién de lipasa jpmovilizada como agente

estabilidad es excelente por s{ misma en la praparaclén de
lipasa producida segﬂn la invencién para esta aplicacibn.”
Sin embargo, se ha encontrado que la preparaclén de lipasa
inmovilizada produ01da por el método segin 12 1nvenc16n
puede usarse tamblén ventajosemente para 1a hidré6lisis de

asa ara esta a 1icacibn, uwnz zejora de le estabilidad
’ ’ J

NZAS-0033787
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1 ' |de la ﬁreparacién de lipasa es un desideratum, debido pro-
bablemente a la combinacién de una concentraclén relativa-
mente alta de agua y altas temperaturas en la mezcla de re
accidén, necesaria para un proceso de hidré6lisis de grasas
5 efectuado-ihdustrialmente. ‘ .
| ' _ Ademds, la invencién comprende el uso de la pre-
| paracién de.lipasa’inmovilizada_producida por el métbdo-sg
gin la invencién, que es un método de interesterificaciébn
de grasas, en el que unas grasas fundidas, mezcladas facul
10 i tativamente con 4cido graso libre disuwelto, se ponen en
contacto con la preparacién de lipasa inmovilizada produci
da por el método segin la invencién, sin ningin disolvente
‘I ni otro agente auxiliar costoso, o sustancialmente sin nig
gin disolvente ni otro agente auxiliar costoso. Los 4cidos
15  : grasos libres, con los que las grasas pueden mezclarse fa-
| cultativamente segtin la invencién, no deben considerarse
como égentes auxiliares cosfosos. "Grasas" quiere decir o .
. | bien un triglicérido puro o una mezcla de triglicéridos de |
: i una o mis fuentes. -
20 . . Ademds, la invencién comprende otro uso de la
o preparac16n de lipasa inmovilizada produclda por el método
segiin laz invencién, que es un método de hidrélisis de. gra-
sas, en el que una emulsién de triglicérido y agua se pone
Al en contacto confla vreparacién de lipasa inmovilizada pro-—
25 1 ducida segin la invencién, sin ningin disolvente ni oiro
‘ agente auxiliar costoso, o sustancialmente sin ningin ¢i-
: solvente ni otro agente auxiliar costoso, _

" Ta invencién comprende tambiéa otro uso dg-la
preparacibén de lipaéa~inmovilizada producida por el método

30 segiin la invencién, gue es un método de sintesis de grasas

29094
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1 en el que una mezcla de glicerina y.écidosAgrasoé libres

; se pone en contacto con la preparacién de lipasa inmovili-
zada producida segin le invencién, sin ningén disolvente
ni otro agente auxiliar costoso, o sustancialmente sin nin
5 | gtin disolvente ni otro agente auxiliar costoso.

- La invencidén se ilustrarid por medio de los ojem~
plos siguientes. o - o

La lipasa de Mucof miehel usada en los ejemplos
que siguen puede obtenerse en NOVO Industri A/S, Novo Alle,
16' 2880 Bagsvaerd, Dinamarca, a peticién (como producto de so
' licitud de enzima SP 225). Esta lipasa de Mucor Miehei pue
de obtenerse como se indica en la patepteADanesa ne.
4234/77. ' ‘

La unidad de actividad de lipasa (LU) indicada
15 en los ejemplos se'defermina como se describé en la publi-
cacién AF 95.1/2-GB de 3.1.83, obtenible de NOVQ.Industri
A/S, Novo Alle, 2880 Bagsvaerd, Dinamarca.

La actividad de interesterificacién de las prepa
raciones de lipasa inmovilizada se determina pof medio de
20 una determinacién discontinua basada en las reacciones si-
guientes: |

000 + P ;_A POO + O

POO + P. > POP + O, |
donde O = dcido oleico, P = 4cido palmitico, y 000, POC y
- 25 POP son grasas que contienen los dcidos grasés indicados
en el orden qué se indica, siendo 00O por tgnto trioleina.

250 mg de preparacibén de lipasa inmovilizada se
mezclan con 600 mg de triolefna (0,68 mmoles) y 174 mg de
4cido palmitico (0,68 mmoles) disueltos en 12 ml de white
3b spirit (temp. 80-1002C) en un tubo de vidrio de 20 ml con

- 29094
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1 tapén de rosca. Los tubos se incuban en un bafio de s2gua a
r | 400¢ y se.agitan durante 1/2, 1 6 3 horas.

La mezcla de reaccibn se enfria, se filtra y se
evapora, La cantidad relativa de 000, POO y POP se determi
5° na por HPLC (cromatografia de liquidos de alto rendimien-
£ to, abrev. del inglés "High performance liquid cromatogra-
phy"), y el tanto por ciento de P incorporado se éaicula
como ' .
¢ de POO 4 2 x % de POP

. 4 de P incorporado = 3
10 :

La composicién de equilibrio de_la mezcla de re-
accién discontinua antes indicada es aproximadamente 43%'
de POO y 1C% de POP, o sea 21% de P inborporado.

En algunos de los ejemplos siguientes, la inter-
15 esterificacibén se efectia en fdrma de operacién disconti-
nua con © sin disolvente. Se ha estéblecido por medio de
ensayos comparativos éue una preparacién de lipésa inmovi- |
lizada, que tiene una actividad y ésfabilidad.de intereste
A; rificacibn satisfactorias, demostradas por el ensayo de in
20 teresterificacién discontinuo, y que tiene uné distribu-~
cién de tamafios de particulas y una resistencig fisica ade
cuada para un funcionamiénto de la columna, fuﬁéionaré sa-
tisfactoriamente por operacibén continua también en colum—
na, con o sin disolvente. As{, un ensayo discontinuo satig
25 factorio en estas ciréuhstancias és una evidéhcia de que
puede efectuarse un ens2yo en columna continuo satisfacto-
rio con la preparacién de lipasa inmovilizada en cuestién.
Ejemplo 1. .

- Bste ejemplo ilustra el efecto del bH_durante la

30 adsorcibén de lipasa de Mucor miehei en la actividad de in-

29094
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1 teresterificacién. A

2,0 gramos de lipasa de Mucor Miehei, 93.000
10/g, se disolvieron en 20 ml de agua, y Se pusieron en
suspensién en ellos 10 gramos de Duolite ES 562 lavada con
5 agua como resina cambiadora'de aniones, de peso en seco
' 8,5 g.

Se ajusté el pH de tres de tales porciomes a
5,0, 6,0y 7,0, respectivaﬁénte, ¥ se mantuvieron en agita
cién con agitador magnético durante 4 horas a unos 52C.
10 : Las tres porciones se filtraron. Después de la
' -filtracidn, la cantidad de actividad hidrolftica (IU) en
los tres filtrados (antes del lavado) estaba entre 10 y
17% de las cantidades totales iniciales (186.000 LU). Des-
pués se efectué un lavado con agua con una pequefiza canti~
15 dad de agua, y después las preparaciones se secaron duran-
te la noche a vaclo a temperatura embiente.

Los.resultados se resumen en la table que sigue,

Actividad de inter
20 ~ : esterificacién,

: . ’ Contenido . 30 minutos
PH de Produccién de agua % de 4 de % de P

inmovilizacién g . % POO POP incor-
porado
510 . 9120 - 915 24!5 6’2 -12,3
25 6,0 - 9,56 - 8,2 26,5 6,6 13,2
7'70 9’41 8,0 21’ 2 . 5, 2 10‘, 5
Ejemplo 2. _ o
Pres porciones de 10 g de resina cambiadora de
3o. iones hdmeda, Duolite ES 562 (peso en seco 8,35 g) ce pusig
. 29094
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1. |ron en suspensién en 50 ml de agua, y se afiadié NaOH 4 N
hasta que el pH se estabilizé a 6,0. Después se lavaron
con gran cantidad de agua y se escurrigron.en un embudo
Buchner, dando un peso escurrido de unos 16 g.
> A cada una de dos de las porciones de 10 g se le
afiadié una disolucién de 2,5 g de lipasa de Mucor Miehei
(actividad 93.000 LU/g) en 25 ml de agua, y el pH se ajus-
t6 a 6,0, - -

A la tercera porcién se.le afiadié una porcién de
10 2,5 g de 1la lipasa de Mucor Miehei antes indicada en 50 ml
de agqa, y el pH se ajusté a 6,0.
: N La mezcla se égité lentamente a temperatura am—
bienté (252C) durante 2 horas. Después, el liquido‘se sepa
r6é por filtracién en un embudo Buchner. .
15 Una de las porciones con 25 ml de disolucién de
iipasa se lavé ademds con 2 x 25 ml de agua. las pfepara—
ciones inmovilizadas se sécaron en vacio.

Para el ensayo de interesterificacién, 250 mg
__f (peso _en seco) de las preparaciohgs de enzima inmovilizadasd
'i20 se humedecieron con 20 microlitfos de agua antes de la mez
c¢la con el sustrato. . ‘

Interesterificacién, 1/2 hora

- - % de P incor
Preparacién de lipasa . % de POO % de POP porado
inmovilizada con )

-2 12,5 g de lipasa en 25 . . :
ml sin lavado 25,8 6,85 13,2
2,5 g de lipasa en 25 B : i
ml con lavado 30,1 7,65 1551
2,5 g de lipasa en 50 _
ml .sin ‘lavado 26,8 6,86 13,5

- 30 - ' .
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1 | Este ejemplo demuestra que un lavado posterior
con agua para separar la lipase no ligada es esencial para
obtener una elevada actividad de interesterificacién, mien
tras que la cantidad de agua en la que se disuelve la lipa
5 sa durante la inmcvilizacién es de pequefia importancia.
Ejemplo 3. )

' 50 g de resina cembiadora de iones hdmeda ﬁu§li—
te ES 562 (peso en seco, 41,8 g) se ajusté a pH 6,0 y se
lavaron como en el ejemplo 2.

10 ' Se mezclaron porciones de 10,6 g de estz resina
cémbiadora'de iones htmeda (unos 5 g de peso en seco) con
éantidades diferentes de una disolucién al 10% de lipasa
de Mugor miehei (81.000 1LU/g) segin la tabla.

Después de la reaccién, el lfouido se seperé por
15 filtracién en un embudo Buchner, y la preparacibén de lipa-
sa $e lavé con 2 x 25 ml de agua y se sec6 en vacio a alre
dedor de 97% de materia seca. ' o

Las muestras de 250 thde peso en seco de prepa;
racién inmovilizada con fines de ensayo se humedecieron

20 ' l'con 20 microlitros de agua antes de la deéeterminacién.

25

30
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1 o o . ‘Tiempo de re Interesterificacién,
g de resina ' accién, ho- 1/2 hora
. cambiadora g de disolu ras a tempe- . % de P
de iones cién de 1li- ratura am~- % de' % de incor—
himeda pasa al 10% biente .POO  POP porado
s 10,6 12,5 1 26,5 6,62 13,3
10,6 12,5 2 27,0 6,62 13,4
£ 10,6 12,5 4 28,2 17,27 - 14,3
10,6 25 1 23,5 5,90 11,8
10,6 25 2 29,7 1,56 14,9
10 10,6 25 4 31,4 7,99 15,8
10,6 - 50 1 19,5 4,34 9,4
10,6 50 4 26,6 6,73 13,4
Este ejemplo muestra que la dosificacién 6ptima
15 de lipasa depende del tiempo de reaccién.
Ejefplo 4. .
Dos de las preparaciones del ejemplo 3 se ensaya
ron de nuevo variando la adiciGn(de egue, es decir la mues
f. tra con 12,5 g de disolucién de’lipasa Y la de 25 g de di-
.'20 solucién de lipasa, ambas con wn tiempo de reaccién dg 2
horas. E1 efecto del contenido de humedad en la actividad
de interesterificacién se muestra en la tabla siguiente.
.25
30
29094 )
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1 - Microlitros
de agua afia Humedad _
dida a 250 estimada Interesterificacién, 1/2 héra

mg de peso en la . : % de P{in
Muestra seco muestra % de POO % de POP corporado
5 o 0 2,6 18,2 2,27 7,6
12,5 g 20 " 9,6 25,6 §,55- 12,9
100 29,9 15,3 3,84 1,6
| o . - 3,0 19,1 2,04 T,
10 25 & 20 10,0 28,6 - 7,65 14,6
E 50 '18,8 25,4 5,25 12,0
100 30,1 18,6 4,55 9,2
) Este ejemplo muestra que el contenido de humedad
15 6ptimo es alrededor de 10%.
Ejemplo 5.

.Una de las preparaciones del ejemplo 3 se ensayb
de nuevo con cantidades variabies de agua adicional. Se
usé la muestra con 25 g de disolucidén de lipasa y 4 horas.

20 de tiempo de reaccién.

ml de agua afia Agua estima : .
dida a 233 mg da en la Interesterificacién, 1/2 hors
de peso en seco maestra,

% . % POC % POP % P incorpcrado

- 25 ‘0 9,5 28,0 6,57 13,7

10 13,1 - 28,9 7,45 14,6

20 16,2 27,9 6,46 13,6

30 19,1 26,6 6,96 13,5

. 40 21,8 25,0 6,77 12,8

- 50 24,4 22,8 5,20 11,1

T 30,0 19,6 4,54 9,6

’ “ 150 42,9 0,44 O 0,1
29094
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1 - | Ejemplo 6.
' 22,8 g de resina cambiadora de iones himeda Duo—
lite A_SG; (88,24 de sustancia seca) se ajustaron.a pH 6,0
y se lavaron.
5 Otra muestra de 22,8 g de Duolite A 561 se tritu
' r6é parcialmente en un mortero antes del ajuste de pH y el
lavado. o

A cada una de estas porciones se le efiadié una

disolucién de 10 g de lipasa de lMucor mishei (93.000 LU/g)

10 . én 200 g de agua con pH ajustado a 6, Ia reaccién tuvo lu-~
gar en 2 horas a temperatura ambiente.

los enzimas inmovilizados se lavaron con l.litro
de egua y se secaron en vacio.

Después del secado, la muestra no triturada se

15 | trituré en un mortero, y ambas muestras se tamizaron.

Interesterificacién, 1/2 hora

Trituracibén antes de Trituracién después de

: _ " la:dipmovilizacién la inmovilizacién
! : Fraccién, % de % de % de P %de % de % Qe P
»20' ' (tamiz) POO POP incorp. POO  POP_  incorp.
‘ .+| 180-300 micras 30,1 7,78 15,2° 25,7 6,39 12,8
» 425-500 micras 25,7 6,66. 13,0 21,7 5,50 10,9
600-710 micras 19,2 5,06 9,8 17,2 4,38 8,7
850-1000 micras 12,7 3,22 6,4 14,3 3,90 7,4
25 | ‘

Se ve claramente que es ventajoso usar las frac-
ciones granulométricas finas para obtener una médxima acti-
vidad de interesterificacién, pero la nmecesidad de ﬁha ta-
ja pérdida de carga'hace necesario un compfomiso.

30
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1 - | Ejemplo 7.

Este ejemplo ilustra el efecto de clases diferen
tes de resinas de cambio de aniones débiles macroporosas
(tipo de matriz, grupos funcionales, tamafio de particula)
5 en la acfividad de interesterificacién discontinua de la
preparaclén de lipzasa inmovilizada.

En el caso de Duolite ES 562, Duolite A 561, Duo
lite A 7, Amberlite IRA 93, y Amberlyst A 21, 4,25 gramos
de peéo en seco de resina se lavaron con ague, se mezcla-
10 con con 1 g de lipasa de Mucor miehei (93.0C0 LU/g), en 20
ml de agua, ajustdndose el pH de la mezcda e 6,0, ¥y haciég
dose girar lentamente durénte 2 horas a femperatura ambieg
te. Después de filtrar, cada preparacién se lavé con 250
ml de agua. En el caso de la Duolite A 378, se mezclaron
15 8,5 gramos con 2 graﬁos de lipasa y finzlmente se lavaron
. con 250 m1 de agua. Todas se secaron en vacio a temperatu-
ra ambiente. En el caso de la Duolite A 365, Duolite S 587
|y Dowex MWA-1, 4,25 gramos de peso en seco de resina se
mezclaron con 1 gramo de lipasa de Mucor miehei (124.000
20 1U/g) en unos 10 ml de agua durante 2 horas, por rotacién
L a temperatura ambiente (sin.embargb, en el caso de Lewatit
se usaron 0,5 g de lipasa). Después de filtracién y lavedo
con 2 vplﬁmenes de agua, las preparaciones se secaron en

|vacio a femperatura ambiente. La caracterizecién de las

25 Preparaciones inmovilizadas se muestra en la tabla que si-
gue.
30
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Pamajfios de

Ho)a num. 20

25

30
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‘| de iones se lavé con agua sobre un filtro de succién, y el

Ejemplo 8.

->30 g de resina cambiadora de iones Duolite de ti
po ES 562 se pusieron en suspensién en unos 75 ml de agua,
y el‘pH se ajust6 a 6,0 con NaOH 4 N. La resina cambiadora

exceso de agua se separé por succibn. La resina cambizadera
de iones himeda (unos 45 g) se dividié en tres porciones

igvales,

prartic,, Actividad en discohtinuo,
Resina camibia. Grupos - am . Agua 1/2 hora
jora de anidnes Matriz func. (>85%) % <% POC % POP % de Plincorc
* Duolite ES 962 Fenol-formal Amina ~
dehido terc. 212 - 425 13,8 26,7 6,8 1344
Duolite A 561 Fenol-formal Amina
 dehido terc. 300 - 1200 13,0 14,8 3,2 711
Duolite A 7 Fenol-formal Amina 1 -
: ) dehido sec. 300 - 1200 13,5 9,5 2,5 418
Duolite A 378 Poliestiré- Amina ' £
nica terc. 300 - 1100 6,3" 14,3 3,3 710
Amberlite _ Poli- , '
[RA 93 Estireno-IVB amina 40C - 500 12,2 10,8 2,9 545
Amberlyst A 21 ZEstireno-DVB Amina )
' ' : terc. 425 - 850 11,12 10,6 2,7 543
Duolite A 365 Poliestiré- Amina | 4
Duolite S 587 Fenol-form. Aminas 300 — 1100 7,4 25,4 6,4 1247
Lewatit MP 62 Poliestiré- :
R nica Aminas 300 - 1200 13,6 16,9 3,9 842
DOWEX MWA-1 Estireno-DVB Amina ' 4
i S : : terc. 300 - 1200 10,5 21,0 4,9 1043
| = Se afiddi6é 5% de agua antes del ensayo discontinuo

NZAS-0033798
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1 la primera porcién se mezclé con una disolucién
de 1 g de lipasa de Mucor miehei (210.060 LU/g) en 20 ml
de agua con PH ajustado a 6,0..bespués de la mezcla, el pH
se ajusté de nuevo a 6,0, y la mezcla se dejé reaccionar
5 . .| durante 4 horas a 52C con agitacién magnética. Durante es-
te periodo, el pH descendié a 5,45. La mezcla se transfi-
1rié a un embudo Buchner con unos pocos mililitros dé ague,
y se aeparé por succién toda la cantidad posible de disolu
cién (14 ml). La resina se secd ademds en vaecio hasta un
10 | contenido de agua de 10,0%. Produccién 8,27 g. |

La segzunda porcién de la resina himede se meqclé
con una disolucién de 1 g; de la lipasa antes indicada en
20 m1 de tampén de acetato de’sodio'O,l M (pH 6,0). E1 pH
de la mezcla se ajusté de nuevo 2 6,0 y 1a mezcla se dejé
15 | reaccionar durante 4 horas a 52C con agitacién magnética,
. | Durante este porfodo, el pH descendib a 5,83. El procedi-
miento se continué como se ha indicado en relacién con la
. primera porcién de la resina cambiadoré»de iones himeda,
. dando ‘lugar a 21 ml de filtrado y 9,10 g de preparacidn se
'20 © |ca con un contenido de humedad de 9, %
o La tercera porcién de la resina se mezclé con i
solucién de lipasa como antes, pero el pH se mantuvo cons-
tante en 6,0 durante el perfodo de copulacién de 4 horas 2
5ec, por'aﬁiciéfa de 0,58 ml de NaOH 1 N. La mezecla se ira- |
25 i t6 como las otras porciones, dando lugar 2 28 ml de filtra
do y 8,95 g de préparacién seca con 8,9% de humedad. Los
tres filtrédos contenian entre el 1 y el 5% de 1z activi-
1dad total inicial. .
1a actividad de interestgrificacién con 250 mg

30  |de preparacién de lipasa inmovilizada, después de v tienpo
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de reaccién de 30 minutos a 402C, se indica en la tabla

que sigue,

Actividad de interesterificacién,

Preparacién de enzima .~ 1/2 hora
inmovilizada 4 de % de '
en POO POF % de P incorporado
Agua desmineralizada, : ' _
PH 6 27,4 6,6 13,5
Acetato 0,1 M, pH 6 25,4 6,5 12,8

Aguva desmineralizada
con pH estabilizado a
-6 , 27,7 7,0 13,9

Se ve en la tabla que sélo hay ligeras diferen—
cias entre las preparaciones.
Ejemplo 9. _ . .

" Bste ejemplo ilustra los efectos de la Presencia

de dos sales en el intervalo de concentracién dg 0-0,5 M
durante la inmovilizacién de la actividad de interesterifi
cacién. o

Cinco pérciones de 1,00 gramo de lipasa de Mucor
miehei,, diafiltradas, y secadas por congelacién, con una
actividad.de 93.000 LU/g, se disolvieron en‘20 ml de:

1) agua desmineralizada .

2) fosfato de.sodio 0,05 M, pH 6,0

3) 1a. .ia. 0,5 M, pH 6,0
4) cloruro  id. 0,05 M
5) 1d. ide 0,5 M

Otras cincoAporciones de 5,25 gramos (peso en se
co 4,25 g) de resina cambiadora de iones Duolite ES 562 se
equilibraron con 20 ml.de 1) 2 5) anteriores. Déspués de

decantar, las disoluciones de lipasa corresvondientes se

NZAS-0033800




P— 875338 . . . V . Hojn niim. 23

1 | afiadieron a las particﬁlas de resina cambiadora de iones
hémeda ajustada a pH 6,0, ¥y los recipientes se hicieron gi
rér 1egta@ente durante 2 horas a 2592C. Las prepéraciones
se reéogieron después por filtraciém, y cada una de ellas
5 se lavé con 250 ml de agua desmineralizada, vy se sec6 des-
4pués en vaclo a 259C (64 horas). Los resultados de la de-
| terminacién de la actividad de interesterificacién se mues
tran a continuacién: A

. Actividad de interesterificacién,
Produc—~ :

_ : . _ 1/2 hora
Saliconcentracidp cibn, g % Hzgf % POO % POP % de P incorporad
Ninguna |sal 4,51 4,7 23,1 5,1 11,5
Fosfato 0,05 M 4,48 5,3 21,9 5,3 10,8
w  l,5 ¥ 4,57 _ 4,6 20,3 . 5,1 10,2

NaCl 0,05 M 4,54 . 4,6 23,4 5,7 11,6

= 5 m 4,43 4,9 19,2 4,6 .95

‘ 1 x Se afiadié Bzo hasta un total de 10% antes del ensayo.

| Ejemplo 10.

20 - . Este ejemplo muestra los efectos de altas concen

traciones de acetato de sodio durante la inmovilizacidén de
lipasa en la actividad de interesterificacién de las prepa
| raciones. |
 Cinco porciones de 1,00 g de lipasa de Mucor
25 | miehei, diéfiltradas-y secadas por pongelacién, de 93.000
1U/g, se disolvieron por separado en 20 ml de los liquidos
siguientes:
- 1). agua desmineralizada

2) acetato de sodio 0,5 M, pH 6,0

30 3) . Id. id. 1,0 M, pH 6,0

29094

NZAS-0033801



p- 87.338

10

15

20

25

30

- 29094

Hojn nfim. 24 -

"4) acetato de sodio 2,0 M, YH 6,0

5) 1Id. id. 4,0 M, pH 6,0,

Cinco ﬁorciénes-de 4,25 g (peso en seco) de resi
ne cambiadora de iones Duolite ES. 562 se lavaron Y se equi

libraron mezclandolas con las cinco disoluciones antes in-

Se mezclaron las disoluéiones de lipasa y las resinas cam—
biadoras de iones lavadas correspondientes, se ajusté el
PH a 6,0 y se hicieron girar lentamente durante 2 horas a
temperatura ambiente. Cada preparacibn se filtr6, se lavéd
con 250 ml de agua y se secé en vacio a temperatura ambien
te. Se determiné la actividad de interestefificadﬁn. dis-
continua de las preparaciones, mostridndose los resultados

en la tabla siguiente.

.dicadas, 1) a 5), y después se agitaron durante 15 minutos

: , : . Actividad de ifterssi
Conc. de Produccién Agua des~ Piltrado rificacién disqonti-

acetato después del pués del H -Acty nua, 1/2 hdgra

(M) secado (g) secado(%) P ()" % de % de % de P in
: . POO POP conporedo

0 4,83 - 1,8 5,2 51 22,2 5,7 11,2

0,5 - 4,67 . 8,0 5,8 64 20,1 4,7 9,8

1,0 4,72 9,6 58 TL 18,8 4,3 |91

2,0 4,73 9,1 5,8 55 27,9 7,3 14,2

4,0 4,75 © 10,4 56 69 19,8 4,7 9,7

(93.000 1U)
Ejemplo 11.

microbianas distintas de la lipasa de Mucor miehei:

= Actividad en tanto por ciento de la cantidad total inicigl

Este ejemplo'ilustré la inmovilizacién de lipzasadg

NZAS-0033802
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1 . Se inmovilizé lipasa de Fusarium oxysporum, pre-
rarada como se describe en la solicitud de patente Danesa
n? 2999/84, Ejemplo 23, mezclando 6,72 g de lipasa de
88.000 LU/g y 4,25 g de materia seca de resina cambiadora
"5 | de iones Duolite ES 562, laveda y de pH ajustado, en 25 ml
' de agua‘a PH 6,0, y por rotacibn a temperatura amﬁiente du
1 rante 2 ﬁorés. Después se efectubd el lavado con 2 x 25 ml
de agua, y secando en vacio se obtuvieron 4,93 g de prepa-|
racién con un contenido de agua de 8,1%. .

10 ‘ ILa actividad que queddé en el filtrado total co-
rrespondia a 18% de la actividad original, )

Se obtuvo esteafasa de Aspergillus niger por ul-
$rafiltracién del producto comerciel Palatase de NOVO. 15
ml de PALATASE de 2790 LU/ml se inmovilizaron sobre 4,25 g
15 | de ES 562 como se ha'descrito antes, con lo que sé obtuvie
; ron 4,77 g de prepafacién inmovilizada con 7,6% de agus.
| E1L filtrado contenia 13% de la actividad (LU). original.

: Se inmovil;zé de modo similar lipzsa de Candida

L cylindracea; de Amano (tipo OF) mezclendo 4,25 g de BS 562

20-r ; con 1,40 g de lipasa Amano'OF en 15 ml de 2gua de pH 6,0,

© '| La produccién fue de 4,62 g de prefaracién inmovilizada

con 6,5% de 2gua y quedando 0,2% de la actividad en el fil

1 trado. '

"Las tres preparaciones se caracterizaron como si |-

25 | gue: - _ ‘

- 1) Por la determinacién o0 ensayo discontinuo es-
t4ndar a 40eC. - '

" 2) Por interesterificescién discontinua de Fric-
leina (0C0)/4cido decanoico (D) sin disolven—

30 , te a 60°C, usando 3,0 g de 000, 0,600 g Ce D

29094
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-1 plos anteriores, se hace referencia a la tabla silguiente.
"1 tores que se indican en la actividad de interesterifica-

| das por el método segdn la invencién.

Hoja nam. 26

¥ 250 mg de preparacién de lipaéa seca hidra-

~ tada a alrededor de 10% de agua. . '

_ ~ Con fines de'compafaéién, también se ingican los
resultados de una preparacién de lipasa de Mucor miehei,

como la descrita en el ejemplo 13:

Para lograr una nejor comprensién de los ejemf
.Eétos ejemplos ilustren la influencia de los fac

cién de las preparaciones de lipasa inmovilizada prepara-

Ejemplb Ne Factor que se estudia
1, 8 - pH . '
2 " Lavado posterior
3 ' Carga de lipasa en relacién con el tiempo de
reaccién
4, 5 tanto vor cientc de agua
6 i tamafio de particulas
1 tipo de resina .
8-10 fuerza iénica en la disolucién de lipasa
11 mi.croorganismo fuentc de lipasa

1 Lipasa iﬁmo' Carga : '
;glizada-? estim. O000/P/disolvente, 409 000/D, 602
LU/mg Tiempo (h) %P inc. Tiempo (h) %Dlinc.
Pusarium . : )
oxysporum 11 3 8,0 - 17 549
Aspergillus : o ‘ . '
niger 8 3 - 444 17 . 645
Candida ‘ ‘
cylindracea 30 3 8,9 17 149
Mucor : ) .
miehei 30 0,5 14,7 2 13)2

NZAS-0033804
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1 A Péra demostrar la utilidad de la prépafacién de
i lipasaAinmovilizada preparada por el método segtn la inven
: cibén, se usé una preparacidbn de lipasa inmovilizada produ-
cida por el método segin la invencién, como se indica més
5 adelahte, en una interesterificécién continua de grasas |
¢ | sin uso de disoivente ninguno ni otros agentes auxiliares
costosos, como se describe en el ejemplo 12 que sigue.
Ejemplo 12. o B
Este ejemplo 1iustra la interesterificacién con-
10- tinua dé grasas sin disolvente ni otros agentes auxiliares
costosos, usando una preparacidén de lipasa'inmovilizada
| producida por el método segin la invencién, en un reactor
de lecho relleno. '

Inmovilizacién

15 2,20 gramos de lipasa de Mucor miehei (81.000
1U/g) se disolvieron en 20 ml de agua, se mezclaron con 10
gramos de resina cambiadora de iones Duolite ES 562, lava-
da (8,5 g de peso en seco), siendo'ﬁés del 80% de las par-
o | ticulas de entre 200°y 400 micras. El pH de la mezcla se

20 ajusté a 5,0; y se dej6 ésta 4 horas a 5°C con agitacién
magnética, Deépués de filtrarls y lavarla con.una pequefia -
cantidad de agua, la preparacién se secd en anEO'a.tgmpe—
ratura ambiente. La produccién fue de 9,05 gramos, que con
tenfan 9,3% de agua. La actividad que quedé em el filtrado
25 era de 8 de la cantidad inicial total. La actividad de in
teresterificacién discontinua era de 30,6%-de P00, 7,7% de
POP a la media hora, 6 15,3 de P incorporado..

Ensayo en columna

2 gramos de esta preparaci6éan de lipasa inmovili-

30 zada se colocaron en una columna, y se hizo paser continuz

29094
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va/iniciacién - 42,3 22,5 3,8 0]
17 horas 5,7 - 30,5 30,2 11,6 .-
208 1/2 hora 2,5 33,8 28,8 8,6 28
233 n | 0,61 22,2 34,8 16,5 67
475 ® 1,8 35,1 28,8 8,7 28
Equilibrio '
(discontinuo) L- 17,4 36,0 20,6 100

1foja nOim. 28

mente a 609C un sustrato exento de disolvente que constaba
de aceite de oliva/4cido paimitiqo en la proporcién de
2,5:1 en peso/peso. El rendimiento de la preparacién de 1i

pasa se muestra en la tabla que sigue,

Caudal, Composicién (HPLC) :
g?¢/h/g % de ¢ de % de Conversién x

Muestra/tiempo de enzima 000 POO POP %4 (GLc)
Acelte de oli- »

Leyenda: TG = triglicéridos; g enz. = gramos de lipasa in-
movilizada. ' .
El % de P incorporado se determina por GILC de ég
teres de metilo de écidoa grasos. S
Conversién x = (% de P -% de Pol/(% de.Peq —'$ de P0)°'
Fo 3 Peq
de oliva (Po) y en la mezcla de TG en el equélibrio (Peq).

son % de P incorporado en el sustrato de aceite

Comentarios

Con base en los datos de 208 1/2.y'475 horas, la
extrapolacién a la iniciacién en gridfico semilogaritmico |
indica una actividad inicial (céudal)_de 3,2 g de ©G/b/g.
de enzima con uvwn grado de conversifn correspondienté X =
28%4. Una estimacibén de la vida media (semipericdo) es de

500-600 horas 2 602C sin disolvente y aceite de olive/P =

NZAS-0033806
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1 2,5:1 (pésq/peso). No se han observado problemas de pédrdi-
da de éarga. Un inténtq anterior de hacer pasar un sustra;
to similar a través de lipasa adsorbida sobre Celite, de
la clase descrita en la solicitud de patente Danesa n? -
5 563/77 en una columna, fue imposible de efectuar. |

Ejemplo 13. '
: | Este ejemplo ilustra una producciéh a escala de
instalacién piloto de una preparacién de lipasa inmoviliza
da en una columna, y la aplicacién de esta preparacién a
10 una interesterificacién continua en una columna con sustra
to a 60 y a 702C, sin disolvente..
Inmovilizaciébn. 1

6,0 kg (81% de materia seca) de resina cambiado-

ra de iones Duolite ES'562 se acondicionaron segin las ins
15 trucciones del fabricante (Informacién Técnica Duolite
-1 0110A). Esto implica un ciclo 4cido-base y en este caso
| también un lavado con etanol (para asegurar la méxims pure
i za en el tratamiento @e alimentos). E1 pH se ajusfé a 6,0
__; ;l ;'en tampbén de fosfatovo,l M. La suspensién se introdujo en

201: ‘|una columna y la resina estabiiizada (18 1) se lavé con T2
1l de agua. '

18 1 de livasa de Mucor miehei (10.100 LU/ml)

con pH ajustado a 6,0 se recircularon a 30 L/h'durante 6
|horas con control de pH. Después de vn desplzazanmiente con
25 | 20 1 de agﬁa, un volumen combinado de 37 1 contenia 126
LU/ml, que éorresponden a un rendimiento de inmovilizacién
de 97#. La columna se lavé ademis con otros 20 1 de agua y
la preparacidn se éecé a vacio a temperatura ambiente, con
1o que se obtuvieron 6,0 kg (974 de materia seca) de prepg'

30 racifén de lipasa inmovilizada. La actividad de interesteri

29094
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1 - | ficacién discontinue era de 30,2% de P00, 6,9% de POP a 1la
1/2 hora, o bien 14,7% de Pic.®
Experlmento de aplicacién n? 1.
4, 0 g ‘de 1a preparacién de llpasa inmovilizada
5 se introdujeron en una columna'con camisa de agua con un
didmetro interno de 1,5 cm, La temperatura en la columna
| se mantuvo a 602C. Un sustrato de aceite de oliva/dcido de
canoico con una composicién de 2,5/1 (peso/peso) se boumbeb.
a través de una columna previa que contenia 30 g de Duoli-
10 i te S 561 saturada con 21 ml de ague sometida a cambio de
iones, y después a través de la columna principal que con-
tenia la preparacién de 1ipasa inmovilizada, El1 caudzl Se
controlé para mantener le composicién del producto de sali
da en un valor correspondiente a una conversién de a2lrede-
15“' dor de 65%, es decir.23% de DOO en el triglicér*co Tinal
. (D00 significa un triglicérido con una unldad de écldo de—
canoico. (en posiciébn exterlor) y dos unldades de écido
Z'Qi oleico). .

.,; N } . Suponiéndbﬂéue la disminucién de le actividad de

20 . |1a lipasa inmovilizada sigue una reaccién de primer orden,
‘| 1a vida media o semiperfiodo puede estimarse en 3200 horas.
Con una actividad inicial de 2,4 g de. triglicérido/hora/g
| de preparacién de enzima, la pfoductividad es aproximada-
mente 8,3 Ton. de triglicérido/kg de enzima, suponiendo un |
25 | tiempo de funcionamiento de dos semiperiodos. En la Fig. 1
o se representa gréflcamente el logaritmo del caudal en fun-
'aﬁ cibn del tiempo. '
| Experimento de aplicaci6n no 2,
Se efectué el mismo experimento cue el n2 1, a
30 702C en lugar de a 602C.

29094
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. Se encontré que la vida media o semipefiodo era
de 1300 horas y la actividad inicial de 2,3 g de triglicé-
rido/hora/g. de preparacién de emzima, gue corresponde a
una productividad de 3,2 toneladas de triglicérido/kg de
preparacién de enzima. El logaritmo del caudal se represen
ta gféficamente frente al tiempo en la fig. 2. |
Ejemplo 14. 4 ' )

Este ejemplo iluétfa el potencizl de una prepara
cibén de lipasa inmovilizada producida segin la invencibn,
para la interesterificacibén continua -de una mezcla de tri-—-
glicéridos de alto punto de fusién compuesta de sebo de va
ca y aceite de soja sin disolvente ni otros agentes auxi-
liares. Otros procedimientos similares-pueden ger vtiles
para la preparacibén de grasas especiales sin usar hidroge~
nacién o interesterificacién quimice, y adecuadas para mar
garina 6 rroductos re;acionados. ‘
Inmovilizacién. '

19,8 gramos de resina cambiadora de iones Duolitse
A 561 himeda (86,0% de materia seca), con mis de 80% de
las particulas de un tamafio entre 400 y 850 micras, se ajug
t6 a pH 6,0 en suspensién acuosa y‘se lavaron con agua. Se
(7400 1U/ml, 8% de materia seca) y el pH se ajusté de nue—
vo a 6,0. Después de agitar durante 2 horas a temperatﬁra
anbiente, filtrar y lavar con 2 x 50 ml de agua, la prepa-
racién se secé en #acib a temperatura amﬁiente. La produc-
cibén fue de 19,2 gramos que contenian 8,5% de'agué.'La ac—
tividad que qued6 en el filtrado era del 34% de la canti-
dad total inicial. La actividad de interesterificacibn dis

continua era de 25,4% de POO, 6,05 de POO a la 1/2 hora, ©O
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1l | bien 12,5% de P. inc.
Andlisis -de la reaccibén de interesterificacién.

~Se obtuvieron sebo blenco de vaca y aceite de so
Ja reciente y refinado del mercado local. El1 sustrato se
5 | componia de 1,5 partes de sebo de vaca y 1 parte de aceite
' de soja, que se mezclaron a 702C., Se afiadié antioxidante
| BHT en una éoncentracibn de 0,1%. Para caracterizar los
componenfes individuales y seguir la reaccibén e intereste-
rificacién, se usé HPLC (cromatog. de 1fq. de alto rendi-
10 | miento) para analizar la composicién.de triglicérido de
A los componentes del sustrato, la mezcla inicial y la me z—-
cla interesterificada, Se'efectué una reaccién discontinua
inicial con 2,75 gramos de preparacién de lipasa de Mucor
miehei inmovilizada, 24 gramos de sebo, y 16 gramos de
15 aceite de soja, durante 16,5 horas a 65¢C. La HPLC mostré
’ '".que la proporcibén de triglicérido de LPO a LLL (L: lino-
leico, P: pelmftico, O: oleiéo) en la mezcla aumenid de
; 0,62 a 1,16,-esténdo_probablemente esta Wltima cifra préxi |
ma a la proporcién de equilibrio.

20 ° | Propiedades de fusién de la mezcla_intefesterificada.

El cambio en las propiedades de fusién a causa
de la interesterificacién se analizé por dilztacién segin
el método oficial de la IUPAC (IUPAC: Métodos estdndar pa~
|ra el anéliéis de aceites, grasas y derivados, 62 ed., mé- |
25‘: todo n® 2.141 (1979)). Los resultados se muestran en la tz
bla que sigue, con una mezcla correspondiente no intereste
rificada de sebo de vaca y aceite de sojé (1,5:1) como re-

ferencia.
30
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1 Temperatura, °C ' 0 ,20 (25 . 30 35 40  §5

Mezcla no inter .
esterificada 30,8} 22,9}18,7|14,6}11,216,5{1,6

Dilatacién, _
4 (mlch§g§ d? Mezcla interes— :
5 er terificada 16,5| 4,9 4,9] 3,1| o,6]

Ensayo gn:columna. ) )
Un sistema de pedueﬁa columna termoestzbilizada
se hizo funcionar durante 2 dfas para ilustrar un procedi-|
16. miento continuo. 4,0 gramos de la prevaracién de lipasa in
movilizada descerita se colocaron en una columna. Se usd
también una columna previa que contenia 5 gramos de resina
Duolite A 561 hiémeda (50% de materia séca). Se hizo pasar
continuamente a través del sistema de columna, a 672C, una
15 mezcla de sebo de vaca/aceite de soja en la proporcién de
1,5:1 en peso/peso. E1l rendimiento de 1la p&eparacién de 1i

pasa inmovilizada se ﬁuestra en la tabla que sigue: -

. Caudal, ‘ A
! g de TG/h/ Composicién Conversién
20 Muestra/+tiempo . g de enzima LPO/LLL %
Sebo/aceite soja-sus— : : )
trato (18 h) - 0,65 . 6 aprox.
Producto de 18 horas - 2,10 0,90 - 52
Producto de 41 horas - 1,63 0,93 54
_ Equil. (discont.) _ - 1,16 100
.25 o ’
Ejemplo 15.
Este ejemplo ilustra la aplicaciéh-de lipasa in--
movilizada segin la invencién 2 1la hidrélisis de grasas. .
A una mezcla -1:1 de sebo de vaca puro y agua, 40
36 gramos de cada wno, se le aiiadié lipasa inmovilizadz, pre-

- 29094
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1 parada como se ha deserito en el ejenplo 13, en wa canti-
. i | @ad correspondiente a 100 IU/g de grasa, 6 0,13 gramos de
: preparacién de lipasa inmovilizada, suponiendo una carga .
de 30.000 LU/g de lipasa inmovilizada. Se logré una mezcla
5 eficaz por agitacién magnética a 482C. El valor inicial de
G pH de la fase acuosa se ajust6 a 8,0. Al cabo de 4 dfas el
enzima se seﬁaré y la fase de érasa se analizé para deter-
minar el grado de hidrblisié (DH, abrevietura del inglés
ndegres of hydrolysis"). Se efectuaron ensayos por duplice
16' ~do. El enzima inmovilizado recuperado se uséd péra un expe-
' rimento 2', y se efectué wn experimento de comparacién con
lipasa soluble, afiadida también en una cantidad correspon-
diente a 100 1U/g de grasa. En este caéo la fase acuose se
us6 para el experimento 2'. Se efectuzron tres emsayos con
15  |1a lipasa soluble. : ‘ e .

Los resultados fueron los siguientes:

. Muestra % de DH, 4 dias, 48¢C
/ Preparacién ne Exp. 1’ Exp. 2’
. ! Lipasa inmovilizada 1 30 SR 31
20 : 2 35 ' 37
Lipasa soluble . 1 61 : : 5
’ .2 55 R 8
3 46 A 7
. 25 ' El valor del pH descendié a alrededor de 6,8 con
-} 1a 1ipasa inmovilizeda y a alrededor de 6,3 en el experi-
mento 1’ y a alrededor de 7,4 en el experimento 2’ con la
lipasa soluble. Bl % de DH se calculé dividiendo el indice |
d acidez entre el indice de saponificacién.
30 | |
. 29094
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1 Textos de las figuras A
: Fig. 1: Eje de ordenadas = g. de sustrato/hora
Eje de abscisas = horas '
Fig. 2: Eje de ordenadas = g. de sustrato/hora
N . :
5 Eje de abscisas = horas.
10
15
20
25
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1 _ . REIVINDICACIONES

Loé puntos de invencién propia y nueva gque se

5 presentan ﬁara gue sean objeto de esta solicitud de paten-
te de invencién en Espafia, por VEINTE afios, son los que se
- recogen en'ias reivindicaciones siguientes: '

8,—- Un método paraAproducir una preparacidén de
lipasa inmovilizada destinada 2 la interesterificacién de
10 : grasas, en el que una disolucién acuosa de lipasa microbia
na se pone en contacto con una resina cambiadora de anio-
nes débil, en particulas & macroporosa, qQue contiene gru-
pos aminicos primarios y/o secundarios y/o terciarios y
que muestra un tamaﬁq medio de particulas relativemente
15 | grande adecuédo para el funcionamienio en una columna sin
- pérdida de carga excesiva, en condiciones en las que la 1i
pasa estd unida a la resina cambiadora de aniones, durante
.ﬁ un periodo de tiempolguficiente vara fijar la cantidad de- -
' seada de lipasa a 1a resina cambiadora de aniones, tras lo
20 1 cual la lipasa inmbvilizada asi fo;mada se separa de la fa
‘| se acuosa y la iipasa inmovilizada sevarada se seca hasta
un contenido de agua de entre alrededor de 2 y 40%.

28,.~ Un método segin la reivindicacién 18, en el
que la lipasa es una lipasa termoestable,
25 1 : .3§;— Un método segln las reivindicaciones 18 6 2%,
en el que la lipasa microbiana se deriva de vna especie de
Mucor termofilica, especialmente Mucor miehei. _
" 48,—- Un método segin las reivindicaciones 18 a
39; en el queAmés dél 90#% de las particulas de la resina

30 carbiadora de aniones débil macroporosa tiene un taaaiio de

29094
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1.” particulas de entre 100 y 1000 micras, Y preferiblemente
entre alrededor de 200 y 400 micres. .
8,~ Un método segﬂn las reivindicaciones 18 a
49; en el que 1a proporcién entre la cantidad de disolu-
5 cién acuosa de la lipasa microbiana y el peso de resina
cambiadora de aniones débil corresponde a 5.000-50,000
LU/g de resina cambiadora de iones'(peso en seco).
8,~ Un método segin la reivindicacién 38, en el
gue el pH durante el contacto entre la resina cambiadora
10 de iones y la disolucién acuosa estéd entre 5y 7.
. 72.- Un método seglin las reivindicaciones 12 a

68, . en el que el tiempo de contacto estd entre 0,5 y 8 ho-

‘ras., ,
82,- Un método segin las reivindicaciones 18 2
15 78, en el que la separacién se efectﬁa por simple filtra-
cién.

98,~ Un método segln las reivindicaciones 18 a
88, en el que el secado se efebtﬁa hasta un contenido de .
agua de ‘entre 5 y 20%. . _
20 o 102,—~ Un método segin las reivindicaciones 12 a
ga, en el que la resina cambiadora de aniones aébil, en
1 particulas y macroporosa se pone en contécto con una diso-
lucién acuosa de un agente de reticulacién, preferibiemen—
te una disolucién acuosa de glﬁtaraldehido, en una -concen—
- 25 tracién entre 0,1 y 1,0% en pesq/peso,'éntes, durante O
h después del contacto entre 15 resina cambiadora de aniones .
débil en particulas y macroﬁorosa Yy ia_disblucién-apuosa
de-la lipasa microbiana, tras lo cual se separa la disolu-.
016n que queda de agente de reticulacién.
30 L .o118,- 'MITODO PnRA PRODUCIR UNA PRLVARPC¢OR DE

29094
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Tal y como se ha descrito en la memoria que ante

cede, represéntado en los dibujos que se acompafian y para

| LIPASA INMOVILIZADA DESTINADA A LA INTERESTERIFICACION DE

los fines que se han especificado.

. Esta memoria consta de treinta j ocho hojas es-

Madrid,

1 eritas a maquina por una sola cara.

. P.A.
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